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緒 論 
 
ドライアイは「様々な要因による涙液および角結膜上皮の慢性疾患であり、眼不快感や
視機能異常を伴う」と定義される眼疾患であり 1)、日本国内の患者数は 2000万人以上にの
ぼるとも言われている。ドライアイのメカニズムに関しては、現在、日本と米国および諸
外国とで考え方が異なる点もあるが、共通して涙液層の安定性の低下が言われている 2)。 
眼表面の構造は、角結膜上皮とそれを覆う涙液層から成り、涙液層はさらに、液層と油
層に分けられる。液層には、水分、電解質と共に、漿液性の涙腺から分泌された涙液タン
パク質が含まれ、角膜の栄養源となっている。また、結膜の杯細胞から分泌された分泌型
ムチンも液層に存在し、水分をゲル状に保つことで、液層の安定化に寄与している。一方、
角結膜の上皮細胞表面に結合している膜型ムチンは、細胞表面と液層をつなぎ、眼表面の
水濡れ性を維持している 2)。最表層には、脂腺であるマイボーム腺から分泌された油分が油
層を形成して液層を覆い、水分の蒸発を防ぐと共に、瞬目・開瞼時に液層を引き連れて眼
表面に涙液層を伸展させている。 
かつて涙液減少症や乾性角結膜炎と言われていたドライアイは、近年急速に病態理解が
深まり、現在では、より複雑な眼表面の複合的な異常として捉えられるようになってきた 3)。
ドライアイでは、涙液の各分泌腺の異常から加齢や生活習慣などの様々な要因によって、
涙液減少、蒸発亢進、水濡れ性の低下が引き起こされた結果、涙液層の安定性が低下し、
涙液層が破綻した箇所から上皮が障害される。また、蒸発亢進により涙液の浸透圧が上昇
すると、炎症性物質が誘導され、上皮細胞が障害を受ける 4)。障害を受けた上皮の上では、
涙液層の安定性が低下し、悪循環を生じる。角膜は知覚神経である三叉神経に支配されて
おり、上皮障害は、知覚を刺激して眼不快感の症状を呈する。本来、角膜上皮は自己修復
能の高い組織であり、涙液中には、上皮修復を促す成分も含まれている。涙腺からの涙液
分泌は、自律神経による調節に加え、三叉神経による支配も受けており、通常、角膜に異
常を感知すると、その知覚刺激が涙腺にフィードバックされて涙液分泌を促進し（反射分
泌）、上皮を保護・修復しようとする機構が働く 5)。しかし、ドライアイで増加した炎症性
サイトカインは神経伝達物質による涙液分泌を抑制するため 6)、このフィードバック機能が
低下し、涙液分泌が減少し、上皮障害を悪化させる。重症化したドライアイでは、角膜上
の三叉神経も障害され、知覚の低下が更なる悪循環につながる。 
このように、涙液、上皮、神経がお互いに影響し合って、眼表面を健常に保つように働
いていることから、ドライアイの治療および重症化の予防には、原因や症状に合わせて、
これらいずれへもアプローチできる治療薬が必要となる。近年日本では、従来の水分補給
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を目的とした人工涙液や保水性の高いヒアルロン酸点眼液に加えて、ムチンの産生を増加
して、涙液層の安定性を向上させる作用機序のドライアイ治療薬が上市された 7)。しかし、
上述のとおり複雑なドライアイを治療するには、水分保持とムチン産生だけでは選択肢が
十分であるとは言えず、効果が不十分な重症例には、外科的処置や自己血清点眼や、適応
外のステロイド剤等が用いられている 8)。治療薬の選択肢の拡充が求められており、そのた
めには、既存薬とは異なる作用機序の治療薬開発が必要であると考えられる。そこで本研
究では、涙液タンパク質分泌、三叉神経修復、角膜上皮修復をターゲットにして、それぞ
れ以下の 3つの生体内タンパク質の薬理作用を検討し、そのメカニズムを調べた。 
第 1 章では、涙液成分を含む涙液の増加を狙って、lacritin による主涙腺腺房細胞から
の涙液タンパク質分泌作用について調べた。また、ドライアイによる炎症状態を再現した
モデルで、lacritinと神経伝達物質による作用を比較した。第 2章では、涙液の反射分泌機
構の回復を狙って、三叉神経に注目し、pituitary adenylate cyclase-activating peptide
（PACAP）による神経軸索伸長作用について、関連する受容体の発現と合わせて調べた。
さらに、PACAPによる主涙腺からの直接的な涙液タンパク質分泌作用についても検討した。
最後に、第 3章では、涙液の安定性および眼不快感や視機能の改善を狙って、galectin-3に
よる角膜上皮修復作用とそのメカニズムを調べた。 
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第 1章 Lacritinによる涙液タンパク質の分泌促進作用 
 
まず、涙液タンパク質分泌を促進する候補物質として、lacritinに注目した。 
Lacritinは涙液中に存在する涙液タンパク質の一つであり、主に霊長類の涙腺に選択的
に発現していることが知られている 9,10)。また、lacritinは、主涙腺腺房細胞内では分泌顆
粒と一緒に分布しており、副交感神経作動薬の刺激によって細胞内シグナルが活性化され
ると、細胞外へと分泌される 11)。涙液中のlacritin量は、眼瞼炎やドライアイ患者で減少し
ていることが報告されおり 12,13)、lacritinが涙液や眼表面の健常性維持に貢献していると予
想される。実際に、lacritinの刺激によるラット涙腺腺房細胞からの涙液タンパク質分泌促
進や 10)、lacritinの点眼によるウサギ涙液量の増加も報告されている 14)。 
一方、ドライアイ患者の涙液や涙腺では、炎症性サイトカインが増加することが知られ
ているが 15,16,17)、近年、この炎症が涙液タンパク質の分泌を抑制することが分かってきた。
例えば、マウスの涙腺炎症モデルにおいて、神経伝達物質の分泌が減少しただけでなく 18)、
炎症性サイトカイン存在下では、神経伝達物質による涙液タンパク質の分泌減少が認めら
れた 6)。涙液タンパク質の一つであるlacritinが、眼瞼炎やドライアイ患者で減少している
のも、炎症による影響が考えられる。 
そこで、本章では、よりヒトに近いサルの主涙腺腺房細胞を用いて、lacritinによる涙液
分泌作用を調べ、通常の細胞からの分泌作用と、ドライアイを模した炎症状態下での作用
とを比較することにした。 
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第 1章 ― 第 1節 
Lacritinによるサル主涙腺腺房細胞からの涙液タンパク質分泌作用の検討 
 
1-1-1  目的 
Lacritin がサル主涙腺腺房細胞からの涙液タンパク質分泌を促進するかどうか、またそ
のメカニズムの一つとして、細胞内カルシウムイオン濃度が変化するかどうかを調べた。 
 
1-1-2  実験材料および方法 
1-1-2-1  実験動物 
サルの主涙腺は、Oregon National Primate Research Centerのアカゲザル（Macaca 
mulatta）から、本研究とは別の目的で解剖された際に入手した。涙液は、株式会社イブ
バイオサイエンスにて、カニクイザル（Macaca fascicularis）から採取した。動物の飼育
および取扱いは、眼科・視覚研究における動物実験指針（ARVO Statement for the use of 
Animals in Ophthalmic and Vision Research and the Guiding Principles in the Care 
and Use of Animals）に従った。 
 
1-1-2-2  サル涙液からの lacritin精製 
モンキーチェアに保定したカニクイザルに、生理食塩液（大塚製薬工場）を 50 µl点
眼した後、数回瞬目させて涙液となじませた希釈涙液を回収した。集めた希釈涙液 20 ml
を 80 ml の 50 mM リン酸ナトリウム水溶液（pH 7.0）と混合し、陽イオン交換カラム
（HiTrap SP Sepharose; GE Healthcare Life Sciences）を通して、10 mM塩化ナトリウ
ムを含む 50 mMリン酸ナトリウム水溶液で抽出した。Lacritinを含むろ液を回収し、ス
ピンカラム（Vivaspin 20; Sartorius Stedim Biotech S.A.）を用いた限外濾過により濃縮
した後、ゲル濾過カラム（Superdex 75 HiLoad 16/60; GE Healthcare Life Sciences）と
リン酸緩衝生理食塩液（pH 7.4）を用いたゲル濾過クロマトグラフィーにより精製した。
集めた lacritin分画は、SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動およびイムノブロッティン
グにより、含まれるタンパク質のうち 98%以上が lacritinであると確認されたものを実験
に使用した。 
 
1-1-2-3  サル主涙腺腺房細胞の単離培養および分泌涙液タンパク質のサンプリング 
サル主涙腺腺房細胞の単離培養は、中嶋らの方法 9)と同様に、サル主涙腺をコラゲナ
ーゼおよびヒアルロニダーゼ等により分離した細胞から、細胞密度を利用して腺房細胞を
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単離し、ラットの collagen I（0.01 mg/cm2; BD BioSciences）でコートしたプレート上に
1×105 cells/cm2の密度で播種した。培養液は、50 µg/ml gentamicin（Life Technologies）
を含む DMEM/F12（Life Technologies）に 10 ng/ml dexamethazone（Sigma-Aldrich）、
50 ng/ml epidermal growth factor（EGF, Life Technologies）、10 µg/ml glutathione
（ Sigma-Aldrich ）、 1 × insulin-transferrin-sodium selenite media supplement
（Sigma-Aldrich）、25 µg/ml L-ascorbic acid（Sigma-Aldrich）および 1 mM putrescine
（Sigma-Aldrich）を添加したものを使用した。播種後、細胞が接着して上皮様の形態を
示すまで、上記培養液中で約 16 時間培養した後、実験に使用した。非接着細胞を洗浄し
て除き、接着した腺房細胞は、添加物不含の培養液による 30 分間の前培養に続き、サル
涙液から精製した lacritinもしくは陽性対照物質の carbachol（Sigma-Aldrich）で 10分
間刺激した後、培養上清を回収した。培養上清中に分泌した涙液タンパク質を測定するた
めに、剥離して混ざった細胞を遠心して除き、上清を濃縮してから、イムノブロッティン
グに供した。 
涙液タンパク質分泌に細胞外カルシウムが必要かどうかを調べる実験では、上記のカ
ルシウムを含む培養液の代わりに、カルシウム不含の培養液（EpiLife Medium; Life 
Technologies）を前培養および刺激の際に使用した。 
 
1-1-2-4  イムノブロッティング 
サル主涙腺腺房細胞の培養上清を回収し、熱変性させたタンパク質を、4-12% Bis-Tris 
GelおよびMES SDS Running Buffer（いずれもNuPAGE; Life Technologies）にて分離
し、ゲルから polyvinylidene fluoride（PVDF）膜（Millipore）にタンパク質を電気泳動
転写した。その後、PVDF 膜を 0.5%スキムミルクでブロッキングし、一次抗体液と 4℃
で一晩反応させた。一次抗体は、抗 lipocalin抗体（1:1000; Santa Cruz Biotechnology）
もしくは抗 lactoferrin抗体（1:5000; Sigma-Aldrich）を用いて、1% bovine serum albumin
（BSA）および 0.05% Tween 20 を含むトリス緩衝生理食塩液に希釈した。続いて、
horseradish peroxidase標識二次抗体と室温で 1時間反応させた後に、化学発光検出した。 
 
1-1-2-5  細胞内カルシウムの測定 
単離培養した主涙腺腺房細胞を、カルシウム結合蛍光試薬（Calcium-4; Molecular 
Devices）と 37℃で 1時間インキュベートした。蛍光強度は、マイクロプレートリーダー
（Flexstation 3; Molecular Devices）を用いて 1.5秒間隔で 3分間測定した。初期バック
グラウンド値を 20秒間測定した後に、carbacholもしくは lacritinを加え、蛍光強度の変
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化を測定した。 
 
1-1-2-6  統計解析 
得られたデータは、統計解析ソフト（JMP 8.0.1もしくは 10.0.0; SAS Institute Japan）
を使用して Dunnett検定もしくは Studentの t検定した。有意水準は 5%に設定した。 
 
1-1-3  結果 
サル主涙腺から単離培養した腺房細胞をサル涙液から精製した lacritinで刺激した結果、
涙液タンパク質 lipocalinおよび lactoferrinの分泌量が、lacritinの濃度依存的に増加する
傾向が見られ、1 µMでは基剤群に対して有意な分泌促進が認められた（図 1）。その効果は、
涙液タンパク質分泌作用を有することで知られている carbacholとほぼ同程度であった。そ
こで、以降の実験には 1 µMの lacritinもしくは carbacholを用いることにした。 
次に、lacritinによる涙液タンパク質分泌作用のメカニズムを調べるために、神経伝達物
質アセチルコリンのアナログである carbacholと比較した。サル主涙腺から単離した腺房細
胞を carbacholで刺激すると、細胞内カルシウム濃度の一過性の上昇が観察されたが、一方
の lacritin添加後には全く変化が認められなかった（図 2A）。また、lacritinと carbachol
との混合液で刺激すると、それぞれ単独で刺激したときと比べて、lipocalin の分泌量が相
加的に増加した（図 2B）。しかし、細胞内カルシウム濃度には、carbacholに lacritinを足
して刺激しても相加的な変化は認められなかったことから、lacritinによる涙液タンパク質
分泌作用は carbacholとは異なりカルシウム非依存的であると示唆された。同様の結果は、
カルシウム不含の培養液を用いた実験でも確認でき、carbachol による lipocalin 分泌作用
が細胞外カルシウムイオン非存在下では消失したのに対して、lacritinによる分泌促進は細
胞外カルシウムの有無に関わらず同等に認められた（図 2C）。 
 
1-1-4  考察 
自身も涙液タンパク質の一つである lacritin は、オートクラインに作用して、サル主涙
腺腺房細胞からの涙液タンパク質分泌を促すことが分かった。Lacritinによる涙液タンパク
質分泌作用の詳しいメカニズムはまだ解明されていないものの、carbacholとは異なり、細
胞内にカルシウムイオン流入を必要とせず、また carbacholとの混合刺激により涙液タンパ
ク質分泌作用が相加的に増加したことから、lacritinは carbacholとは異なる細胞内経路を
利用している可能性が示唆された。 
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図 1．培養サル主涙腺腺房細胞からの涙液タンパク質分泌 
代表的なイムノブロットの写真およびバンド密度の測定結果を示す。Lacritin（Lac）お
よび carbachol（Cch）は、いずれも lipocalin（A）および lactoferrin（B）の分泌を促進
し、濃度依存の傾向が認められた。各値は 4例の平均値±標準偏差を示す。* p<0.05（0 µM
に対する Dunnett検定）。 
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図 2．培養サル主涙腺腺房細胞からの涙液タンパク質分泌と細胞内カルシウムの関与 
（A）Carbachol（Cch）（赤線）で刺激すると細胞内カルシウム濃度（蛍光強度）の上昇
が認められたが、lacritin（Lac）（青線）刺激では細胞内カルシウムは上昇せず、基剤
（Vehicle）（黒線）と同等のレベルであった。Cchと Lac とで混合刺激（Cch+Lac）（緑
線）しても、Cch単独刺激と比較して細胞内カルシウムの更なる上昇は認められなかった。
（B）Lipocalin分泌は、Lac単独では Cchと同程度であったが、両者の混合刺激により、
相加的に増加した。薄いグレーのバーは、Cchおよび Lacそれぞれによる分泌量を加算し
た計算値を示す。各値は 6 例の平均値±標準偏差を示す。* p<0.05（基剤群に対する
Studentの t検定）、** p<0.05（Cchおよび Lac単独刺激群に対する Studentの t検定）。
（C）カルシウム不含培養液を用いると、Cch 刺激による lipocalin 分泌は消失したが、
Lac刺激による分泌は細胞外カルシウム非存在下でも認められた。各値は 3例の平均値±
標準偏差を示す。* p<0.05（基剤群に対する Dunnett検定）。 
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第 1章 ― 第 2節 
サル主涙腺腺房細胞の培養系における炎症モデルの作成 
 
1-2-1  目的 
サル主涙腺から単離培養した腺房細胞を用いて、ドライアイの慢性炎症を模した in vitro
モデルを作成するために、患者の涙液や涙腺で増加が報告されている炎症性サイトカイン
を細胞に暴露させて、細胞が障害されるかどうかを調べた。 
 
1-2-2  実験材料および方法 
1-2-2-1  サル主涙腺腺房細胞における炎症モデルの確立 
1-1-2-3 項と同様に準備したサル主涙腺腺房細胞の培養液に、tumor necrosis factor 
alpha（TNF-α; R&D Sysems）および interferon gamma（IFN-γ; R&D Systems）を加
えて、さらに 1、2、もしくは 3 日間培養した。眼表面の炎症によるダメージと比較する
ために、ヒト角膜上皮細胞（HCE-T細胞; 佐々木香る先生（出田眼科病院）寄託の細胞株）
を 3×104 cells/cm2の密度で播種し、16時間培養した後に、TNF-αおよび IFN-γで同様に
処理した。 
サイトカインと一緒に各細胞をインキュベーション後、細胞障害の指標として、培養
上清中に漏出した lactate dehydrogenase（LDH）を LDH Cytotoxicity Detection Kit
（Takara Bio）を用いて測定した。細胞内に及ぼすサイトカインの影響を調べるために、
細胞を細胞溶解バッファー（20 mM Tris-HCl（pH 7.5）、100 mM NaCl、1 mM EDTA、
1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride 、 1 mM sodium orthovanadate 、 1 mM 
dithiothreitol、protease inhibitor（complete Mini-EDTA free; Roche Diagnostics）およ
び phosphatase inhibitor cocktail I and II（EMD Chemicals））中に回収した。超音波破
砕した後に、遠心分離（16,000×g、10 分間）して得た上清を、1-1-2-4 項と同様にイム
ノブロッティングに供した。細胞溶解液のタンパク質濃度は、BCA protein assay（Thermo 
Fisher Scientific）により測定し、各サンプルの総タンパク質量が一定になるように泳動
した。イムノブロッティングの一次抗体には、抗 phosphorylated signal transducer and 
activator of transcription 1（STAT1）抗体（1:1000; Cell Signaling Technology）、抗 STAT1
抗体（ 1:1000; Cell Signaling Technology）、抗 IκB 抗体（ 1:1000; Santa Cruz 
Biotechnology）もしくは抗β-actin抗体（1:1000; Sigma-Aldrich）を使用した。 
 
1-2-2-2  免疫細胞化学 
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培養した細胞を-20℃に冷却した100%メタノールで3分間固定した。固定後の細胞を、
1% BSAおよび 0.1% Triton X-100と室温で 15分間反応させることにより、ブロッキン
グおよび細胞透過処理を行った後に、一次抗体液と 4℃で終夜反応させた。一次抗体液は、
抗 lacritin抗体 9)（1:200）、抗 lipocalin抗体（1:1000; Santa Cruz Biotechnology）もし
くは抗 lactoferrin抗体（1:5000; Sigma-Aldrich）を 1% BSAを含むトリス緩衝生理食塩
液に希釈したものを用いた。続いて、Alexa Fluor 488 標識二次抗体（1:1000; Life 
Technologies）および 4’,6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride（DAPI, 1:1000; 
Life Technologies）と室温で 1時間反応させた後に、免疫染色された細胞を倒立蛍光顕微
鏡（Axiovert 200および AxioCam MRc5; Carl Zeiss Vision）で観察、撮影した。撮影し
た画像は、画像解析ソフト ImageJ 1.4.3.67（National Institutes of Health）および GIMP 
2.6.11（ImageJ software）を用いて編集した。 
 
1-2-3  結果 
まず、HCE-T細胞を用いて、サイトカインの暴露条件を検討した。HCE-T細胞の培養
液に TNF-αおよび IFN-γを加えて培養すると、サイトカインの濃度および暴露時間に比例
して LDH の細胞外漏出量が増加し、細胞障害が認められた（図 3A 左）。このとき、炎症
に関連する細胞内因子の変化も調べたところ、IFN-γおよび TNF-αそれぞれの下流シグナ
ルとして知られる STAT-1のリン酸化および IκBの一時的な消失を確認した（図 3A右）。
一方、サル主涙腺腺房細胞に、HCE-T 細胞で最も強い細胞障害が認められた 10 ng/ml 同
士の両サイトカインを暴露した結果、STAT-1および IκBの細胞内シグナルの変化はHCE-T
細胞と同様に確認できたものの、LDH漏出量は増加しなかった（図 3B）。 
サル主涙腺腺房細胞は、培養して接着すると、上皮様の形態を示し、細胞内に分泌顆粒
が見えるが、サイトカイン処理後も、細胞の形態に変化は認められず、細胞内の涙液タン
パク質 lacritin、lactoferrinおよび lipocalinの局在および含有量にも変化はなかった（図4）。 
 
1-2-4  考察 
サル主涙腺腺房細胞を炎症性サイトカイン TNF-αおよび IFN-γで処理することにより、
細胞内のシグナルは観察されたが、ヒト角膜上皮細胞に障害を及ぼしたのと同濃度を用い
ても、主涙腺腺房細胞には細胞障害が認められなかった。このことから、サル主涙腺腺房
細胞はヒト角膜上皮細胞に比べて、炎症性サイトカインが作用しても障害を受けにくいと
考えられた。また、サイトカイン処理による細胞形体や細胞内の涙液タンパク質への影響
も特に認められなかった。 
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図 3．炎症性サイトカインの暴露による細胞障害および細胞内シグナルへの影響 
（A）HCE-T細胞からの LDH漏出量は、TNF-α単独処理では 10 ng/mlまで変化が認め
られなかったが、TNF-αに加えて IFN-γで処理すると、有意な増加が認められた。各値は
5例の平均値±標準偏差を示す。* p<0.05（インキュベーション時間毎の無処置群に対す
る Dunnett 検定）。（右）細胞内シグナルをイムノブロッティングで検出したところ、各
10 ng/mlの TNF-αと IFN-γとの組み合わせにより、STAT1のリン酸化および IκBの消失
が確認できた。（B）サル主涙腺腺房細胞では、高濃度（10 ng/ml）の TNF-αおよび IFN-γ
で処理しても LDH漏出は増加しなかった。各値は 3例の平均値±標準偏差を示す。（右）
各 10 ng/mlの TNF-αと IFN-γとの混合処理により、HCE-T細胞と同様に STAT1のリン
酸化および IκBの消失が確認できた。 
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図 4．サイトカイン暴露による培養サル主涙腺腺房細胞内の涙液タンパク質への影響 
（A）Lacritin（緑）、lipocalin（赤）および lactoferrin（赤紫）の免疫染色像と位相差
像を示す。各 10 ng/mlの TNF-αおよび IFN-γを 1日間暴露したが、涙液タンパク質の
細胞内分布には、サイトカイン処理の有無による違いは見られなかった。（B）細胞溶解
液のイムノブロットにおいて、lacritin、lipocalinおよび lactoferrinいずれの発現量に
も、サイトカイン処理による変化は認められなかった。内標準物質としてβ-actinを検出
した。 
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第 1章 ― 第 3節 
サイトカイン処理したサル主涙腺腺房細胞からの涙液タンパク質分泌作用 
 
1-3-1  目的 
第 2節で作成したサル主涙腺腺房細胞の炎症モデルを用いて、carbacholおよび lacritin
による涙液タンパク質分泌の機能面に変化があるかどうかを調べた。 
 
1-3-2  実験材料および方法 
1-1-2-3 項と同様に準備したサル主涙腺腺房細胞に、10 ng/ml TNF-αおよび 10 ng/ml 
IFN-γを加えてさらに 1 日間培養した後、1-1-2-3 項と同様に lacritin もしくは carbachol
で刺激して、培養上清に分泌した涙液タンパク質 lipocalinをイムノブロッティング（1-1-2-4
項）により検出した。また、1-1-2-5項と同様の手順で、細胞内カルシウムの動態も測定し
た。 
 
1-3-3  結果 
サイトカイン処理していない通常の細胞では、lacritinと carbacholによる lipocalin分
泌作用が同等に認められた。ところが、サイトカイン処理した細胞では、carbachol刺激に
よる lipocalin分泌が見られなくなり（図 5A）、このとき、細胞内カルシウムイオン濃度の
上昇も、サイトカイン処理により抑制されていた（図 5B）。一方、lacritinで刺激した場合
には、サイトカイン処理した細胞からも通常の細胞と同様に lipocalin分泌が認められ、そ
の効果は同条件の基剤群に対して有意であった（図 5A）。 
 
1-3-4  考察 
サル主涙腺腺房細胞を 10 ng/mlの TNF-αおよび IFN-γで処理することにより、神経伝
達物質アセチルコリンのアナログである carbacholが作用し難くなり、涙液タンパク質分泌
の機能低下が認められた。一方 lacritin は、サイトカイン処理の有無に関わらず lipocalin
分泌を促進したことから、炎症状態下で神経伝達物質による分泌機能が低下したドライア
イの涙腺にも lacritinは作用することが示唆された。 
涙腺からの涙液タンパク質分泌は、神経終末から放出される神経伝達物質によって促進
する。しかし、炎症状態では、神経伝達物質の放出ならびに涙液タンパク質分泌が抑制さ
れ 6,18)、ドライアイに至ると考えられている。実際に、炎症性の眼疾患では、涙液中の lacritin
前駆体の減少が報告されている 12)。炎症状態下でも涙液タンパク質分泌を促す作用がある
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lacritinを補充することは、炎症に伴い涙液分泌機能が低下したドライアイの治療に有用で
あると考えられた。 
本試験では、lacritinの涙液タンパク質分泌作用に焦点を当てたが、lacritinには細胞死
抑制効果の報告もあり、リポポリサッカライド誘発の角膜上皮細胞死を抑制した際には、
そのメカニズムとしてcyclooxygenase-2の関与が示された 19)。ドライアイにおいて涙腺や
角膜が障害される原因は、浸潤してきた免疫細胞や増加した炎症性サイトカインによって
細胞死が引き起こされるためと言われているが、細胞死の分子メカニズムは未だ完全に解
明されていない 20)。一方、動物モデルや他の腺細胞の研究から、細胞障害のメカニズムと
して、ドライアイでも増加するIFN-γやTNF-α等の炎症性サイトカインによって誘導される
nitric oxide synthase等の酸化ストレスやcycloxygenase-2の関与が示唆されている 21,22)。
Lacritinがドライアイの炎症から細胞を守るかどうか、調べる価値は十分あると考えられ、
もし証明できれば、涙液分泌作用に付加価値となるだけでなく、重症化予防や老化に伴い
増加するドライアイのコントロールにつながるかもしれない。 
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図 5．炎症性サイトカイン処理による涙液タンパク質分泌機能に対する影響 
（A）代表的なイムノブロットの写真およびバンド密度の測定結果を示す。サイトカイン
処理していない（Cytokines －）通常のサル主涙腺腺房細胞では、lacritin（Lac）および
carbachol（Cch）は同程度の lipocalin分泌促進を示した。一方、各 10 ng/ml同士の TNF-α
兼 IFN-γで１日間処理した（Cytokines +）細胞からは、Cch刺激による分泌促進効果が
見られなくなった。Lac刺激による分泌促進は、サイトカイン処理による影響を受けなか
った。各値は 6例の平均値±標準偏差を示す。* p<0.05（通常細胞における基剤群に対す
る Dunnett 検定）、**p<0.05（サイトカイン処理した細胞における基剤群に対する
Dunnett検定）。（B）サイトカイン無処理の通常細胞では、Cch刺激により細胞内カルシ
ウムの上昇が認められたが（青線）、サイトカイン処理によって細胞内カルシウム濃度の
変化が抑制された（赤線）。 
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小括 
・ 本章では、主涙腺からの涙液タンパク質分泌を増加させることにより、涙液の質を改善
して、ドライアイを治療することを目指して、lacritin によるサル主涙腺腺房細胞から
の涙液タンパク質分泌作用およびメカニズムを調べた。 
・ サル涙液から精製した lacritinは、サル主涙腺腺房細胞から涙液タンパク質の分泌を促
進させた。 
・ そのメカニズムは、carbacholと異なり、カルシウム非依存的であった。 
・ 主涙腺腺房細胞を炎症性サイトカイン TNF-αおよび IFN-γで処理することにより、ドラ
イアイを模した実験的な炎症モデルを作成した。 
・ この炎症モデルでは、carbachol による涙液タンパク質分泌作用が減弱したが、一方、
lacritinはサイトカイン処理した細胞からも変わらずに涙液タンパク質分泌を促した。 
・ 神経伝達物質とは異なり、炎症状態下でも涙液タンパク質分泌促進効果を示す lacritin
は、炎症により涙液分泌機能が低下したドライアイの治療に有用であると考えられた。 
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第 2章 PACAPによる三叉神経の軸索伸長作用 
 
本章では、神経の軸索伸長を促進する候補物質として、PACAPに注目した。 
涙液の分泌は、自律神経以外にも、角膜知覚を司る三叉神経による調節も受けている。
角膜には、三叉神経の神経線維が高密度に存在するため、角膜知覚は非常に敏感であり、
知覚刺激に伴う涙液の反射分泌は、正常な涙液層の維持に欠かせない。近年、近視の治療
にレーザー角膜切削形成術（laser-assisted in-situ keratomileusis; LASIK）を受ける患者
が急増しているが、術後にドライアイを発症することがあり問題になっている 23,24)。LASIK
では角膜フラップを作成する際に神経が切断されるが、術直後には角膜内の神経線維束が
90%消滅し、その再生には 3-6 か月かかると言われている 25)。角膜知覚が低下すると、涙
腺からの水層の反射分泌が減少するだけでなく、瞬目回数の減少に伴い、脂腺であるマイ
ボーム腺からの油分の分泌も減少し、さらに涙液層の伸展機会も減少するため、涙液層が
乱れて、ドライアイを発症もしくは重症化すると考えられている。しかし、現在のところ、
角膜の神経再生をターゲットにしたドライアイ治療薬は未だ開発されていない。 
以前に、ウサギのLASIKモデルにPACAPを点眼すると、切断された角膜内の三叉神経の
伸長が早まり、知覚回復が促進したことが確認されており 26)、PACAPは角膜の神経再生に
よるドライアイ治療薬の候補になり得ると考えていた。PACAPはグルカゴン・セクレチン
ファミリーに属す神経ペプチドで、血管作動性腸管ペプチド（vasoactive intestinal peptide; 
VIP）とは 68％の高い相同性を示す。PACAP/VIPの受容体は、3種類の遺伝子が同定され
ているが 27)、神経伸長作用がどの受容体を介した作用かは、未だ明らかにされていなかっ
た。そこで、本試験では、よりヒトに近いサルの三叉神経節細胞を培養し、PACAPによる
神経伸長作用とそのメカニズムを調べることにした。また、PACAPによる涙液タンパク質
分泌作用についても、サル主涙腺腺房細胞を用いて調べた。 
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第 2章 ― 第 1節 
PACAPによるサル三叉神経節細胞からの軸索伸長効果 
 
2-1-1  目的 
サル三叉神経節から分離した細胞を培養し、PACAP が神経細胞からの軸索伸長を促進
するかどうかを検討した。 
 
2-1-2  実験材料および方法 
2-1-2-1  実験動物 
三叉神経節組織は、Oregon National Primate Research Centerのアカゲザル（Macaca 
mulatta）から、本研究とは別の目的で解剖された際に入手した。動物の飼育および取扱
いは、眼科・視覚研究における動物実験指針（ARVO Statement for the use of Animals in 
Ophthalmic and Vision Research and the Guiding Principles in the Care and Use of 
Animals）に従った。 
 
2-1-2-2  サル三叉神経節細胞の分離培養および軸索伸長 
Geenenらのブタ三叉神経節細胞の培養方法 28)を応用した。一頭のサルから採取した三
叉神経節を 4分割し、0.2% collagenase A（Roche Applied Science）で酵素処理すること
により細胞を分離した。30 分毎に酵素溶液を回収し、遠心（200×g、5 分）により分離
した細胞と酵素溶液とに分け、酵素溶液は組織をさらに酵素処理するのに再利用した。こ
の操作を三叉神経節組織が完全に消化されるまで繰り返し、集めた全ての分離細胞を培養
液（Neurobasal Mediumに 2% B-27 および 2 mM L-glutamine（いずれもLife 
Technologies）を添加）に懸濁し、ポリDリシン/ラミニンコートした 24 ウェルプレート
（BD Bioscience）上に神経細胞密度が 2500 cells/cm2になるように播種した。一頭のサ
ルから採取した 2 つの三叉神経節組織からは、およそ 2.5×105個の細胞が分離できた。
播種後 1日培養した後に、非接着細胞を洗浄して除き、新しい培養液に交換し、接着細胞
を実験に使用した。 
神経軸索の伸長誘導には、PACAP分子のうち生物活性のあるN末端から 27アミノ酸残
基（PACAP-27; EMD Chemicals）29)を、比較対照としてVIP（EMD Chemicals）もしく
は陽性対照としてnerve growth factor（NGF; Sigma-Aldrich）を用いた。軸索伸長の誘
導物質を添加して 2 日間培養した後に、細胞を 10%ホルマリン含有phosphate buffered 
saline（PBS）で室温 30分間固定し、免疫細胞化学により染色した。 
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2-1-2-3  免疫組織化学 
アカゲザルから採取した三叉神経節組織を 10%ホルマリンで固定し、パラフィン包埋
し、4 µmの厚さに薄切した。切片を、10% fetal bovine serum（FBS）を含む PBSで室
温 30分間ブロッキングした後、一次抗体と室温で 2時間反応させた。一次抗体には、抗
neurofilament（NF）抗体（Sigma-Aldrich）、抗 glial fibrillary acidic protein（GFAP）
抗体（Santa Cruz Biotechnology）および抗 PAC1受容体抗体（Abcam）を使用した。切
片をPBSで洗浄した後、Alexa Fluor 488もしくは 546標識二次抗体（Life Technologies）
および核染色用の DAPI と室温で 1 時間反応させた。全ての一次抗体および二次抗体は
1:1000希釈して使用した。免疫染色された組織の蛍光像は、倒立顕微鏡（Axiovert 200、
AxioCam MRc5および ApoTome Slider; Carl Zeiss Vision）で観察、撮影した。撮影し
た画像は、画像解析ソフト ImageJ 1.42（National Institutes of Health）および Adbe 
Photoshop（Adbe Systems）を用いて編集した。 
 
2-1-2-4  免疫細胞化学 
固定後の細胞を、10% FBSを含む PBSで室温 30分間ブロッキングした。細胞の蛍光
染色は 2-1-2-3項と同様に実施した。免疫染色された細胞は、共焦点顕微鏡（Leica TCS SP 
laser scanning confocal microscopeおよび Leica IRBE; Leica Microsystems）で観察し
た。撮影した画像は、ImageJおよび Adbe Photoshopを用いて編集した。 
 
2-1-2-5  細胞数の計測および統計解析 
神経軸索の伸長を定量するために、1 ウェルにつき 10-17 視野から細胞を計測した。
NF陽性の細胞を神経細胞として認識し、そこから伸びた軸索長が細胞体の直径より 2倍
以上ある細胞の全神経細胞数に対する割合を算出した。 
データは、統計解析ソフト JMP 8.0.1（SAS Institute）を用いて Dunnett検定した。
有意水準は 5%に設定した。 
 
2-1-3  結果 
2-1-3-1  サル三叉神経節の分離培養 
サル三叉神経節から分離培養した細胞を免疫染色して確認すると、組織中での構造と
類似して、NF 陽性の神経細胞体を GFAP 陽性のシュワン細胞が取り巻くように存在し、
培養 3日目には細胞体から同じくNF陽性の軸索が伸びる様子が確認できた（図 6B）。こ
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の分離培養には、NF、GFAP および fibroblast いずれにも陰性の同定されない細胞も含
まれていた（データ未掲載）。培養細胞の構成は、三叉神経節細胞が 3.5%、シュワン細胞
が 76.1%、未同定の細胞が 20.4%であった。 
 
2-1-3-2  PACAP-27による神経軸索の伸長促進 
PACAP-27および陽性対照物質のNGFは、サル三叉神経節細胞からの軸索伸長を促進
した。PACAP-27の刺激により軸索を伸ばす細胞の割合は、PACAPの濃度に比例して増
加し、10-7 M以上で基剤群に対して有意な効果が認められた（図 7）。その効果を VIPと
比較すると、PACAPの 10-8 Mと VIPの 10-6 Mがほぼ等しく、VIPが PACAPと同等の
効果を示すには 100倍高い濃度が必要であった。 
PACAPによる神経軸索伸長効果は、マウス下垂体神経細胞では 10-10 M以上で 30)、ヒ
ト神経芽細胞腫株SH-SY5Y細胞では 10-8 M以上で 31)、それぞれ報告されており、これら
の既報における有効濃度と比べると、今回、サル三叉神経節細胞で効果が認められた濃度
は高かったが、ウサギ三叉神経節細胞やラット副腎褐色細胞腫株PC12 細胞では同様に
10-7 M以上の高濃度で効果が認められており 26,32)、これら有効濃度の違いは、用いた細胞
や実験手技の差異によって生じた可能性が考えられた。 
 
2-1-4  考察 
サル三叉神経節細胞の培養系を新規に確立し、3 日間培養することで、角膜で見られる
ような神経軸索の伸長を観察することができた。サルの材料を用いたことで、ヒトへの高
い外挿性が期待できることから、本培養系は有用な実験ツールと考えられる。本培養系に
おいて、PACAP-27 による軸索伸長効果が確認できたことから、次節ではそのメカニズム
を調べていく。 
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図 6．サル三叉神経節の組織および分離培養細胞の免疫染色像 
（A）新鮮なサル三叉神経節組織を免疫染色した。GFAPに対する抗体で染色されたシュ
ワン細胞（緑）が、NFに対する抗体で染色された神経節細胞（赤）を取り囲むように存
在する様子が観察された。核（青）は DAPI で染色した。（B）サル三叉神経節から分離
後 3日間培養した細胞を同様に三重に免疫染色した。 
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図 7．PACAP-27による培養サル三叉神経節細胞からの軸索伸長作用 
（A-C）神経節細胞を NF に対する抗体で緑に免疫染色した。10-7 M NGF（B）および
10-6 M PACAP-27（C）で刺激した神経節細胞からは、基剤群（A）に比べて顕著な軸索
伸長が観察された。（D）NF陽性の神経節細胞のうち、軸索伸長が認められた細胞数の割
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合をグラフ化した。各値は 9 例の平均値±標準誤差を示す。* p<0.05（基剤群に対する
NGF もしくは PACAP-27 単独刺激による軸索伸長作用、もしくは PACAP-27 単独刺激
に対する阻害剤 PACAP6-27による阻害作用を Dunnett検定）。（E）PACAP-27もしくは
比較対照 VIP で刺激すると、それぞれ濃度が上がるにつれて軸索伸長が認められた細胞
数の割合も増加した。各値は 3例の平均値±標準誤差を示す。* p<0.05（基剤群に対する
Dunnett検定）。 
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第 2章 ― 第 2節 
受容体発現と神経軸索伸長のメカニズム 
 
2-2-1  目的 
PACAPによる神経軸索伸長作用のメカニズムを調べるために、三叉神経節細胞における
受容体発現および細胞内シグナルを調べた。さらに、PACAPによる軸索伸長作用のメカニ
ズムを遺伝子レベルでも確認するために、PACAPおよび神経軸索伸長の両方に関連する遺
伝子follistatin33)の発現変化を調べた。 
 
2-2-2  実験材料および方法 
2-2-2-1  三叉神経節細胞の培養および細胞内シグナルの確認 
2-1-2-2項と同様にサル三叉神経節細胞を培養し、PACAP-27による神経軸索の伸長を
評価した。軸索伸長のメカニズムを調べるために以下の阻害剤を、PACAP-27 もしくは
VIPを作用させる1時間前から添加した。PACAPのN末端配列はPACAP受容体を刺激し、
C末端配列は受容体への結合に関与すると言われており、N末端の 5 アミノ酸が欠落した
PACAP6-27はPACAP-27によるadenylate cyclase（AC）活性化を阻害することが報告さ
れている 34,35)。そこで、PACAP-27の阻害剤としてPACAP-6-27（AnaSpec）を使用した。
PACAP-27の下流の細胞内シグナルを調べるために、phospholipase C（PLC）阻害剤で
あるU73122（Sigma-Aldrich）およびAC阻害剤である 2’,3’-dideoxyadenosine（ddA; 
Sigma-Aldrich）を使用した。 
 
2-2-2-2  RNA抽出および逆転写 
PACAP-27もしくは VIPで刺激した細胞から、TRIzol（Life Technologies）を用いて
RNAを抽出した。RNAは、75%エタノールで沈殿させた後、RNEasy Plus Universal Mini 
Kit（Qiagen）を用いて精製した。RNAの品質を2100 Bioanalyzer（Agilent Technologies）
にて確認し、RNA定量試薬（RiboGreen; Life Technologies）を用いて RNA濃度を測定
した。RNA（50 ng/µl）を 6 U/µl SuperScript II Reverse Transcriptase、0.25 U/µl 
SUPERase-In、 12.5 ng/µl ランダムプライマーおよび 0.5 mM deoxynucleotide 
triphosphates（dNTPs; Life Technologies）と逆転写反応させて、cDNAを作成した。 
 
2-2-2-3  定量的 polymerase chain reaction（PCR） 
PACAPの受容体分布を調べるために、定量的 PCRを実施した。表 1に示したアカゲ
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ザルの PAC1、VPAC1および VPAC2に対するプライマーとプローブは、Custom TaqMan 
Gene Expression Assay（Life Technologies）を用いて設計した。また、関連遺伝子の発
現変化を調べるために、follistatin（Rh01121161_m1）のプライマーとプローブも同様に
準備した。全ての PCR反応液は、50 ngの cDNA、250 nMのプローブ、900 nMのプラ
イマーおよび 1×PCR Master Mix（Life Technologies）を混合して、合計 20 µlに調製し
た。PCR条件は、最初に 50℃2分間および 95℃10分間のインキュベーションにより uracil 
DNA glycosylase（UDG）を活性化させた後に、95℃15秒間および 60℃1分間の増幅反
応を 40サイクル実施した。生成物の蛍光強度は StepOnePlus（Life Technologies）を用
いてモニターした。 
各受容体遺伝子の発現量は、内部標準遺伝子として測定した glyceraldehyde 
3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）および hypoxanthine phosphoribosyltransferase 
1（HPRT1）の発現量により補正し、検量線を元にコピー数で算出した。各受容体遺伝子
の検出限界は、PAC1が 9コピー、VPAC1が 232コピー、VPAC2が 343コピーであっ
た。Follistatin の定量には、相対的な ΔΔG の発現解析を用いた。転写レベルは検出限界
以上であり、GAPDHおよび HPRT1の平均発現量により補正した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表1．定量的PCRのプライマー 
Genes Primers (5′-3′) 
 
PAC1  F: GTGGCTGTTCTCTACTGTTTTCTGA 
 R: GCTTCGCCATTTTCGCTTGATC 
 Probe: TCCGCTTGTACCTCGCC 
VPAC1 F: CCCCTCATCTTCAAGCTCTTCTC 
 R: CAGGTGTGTCCAACCTTCGT 
 Probe: CACATTGCGGCCTTGAAT 
VPAC2 F: CTCTGATGTCTCTTGCAACAGGAA 
 R: CAGGAACAGGTTCAGATGGATGTAA 
 Probe: CCTCTTCAGGAAGCTGC 
GAPDH F: TGCACCACCAACTGCTTA 
 R: CATGAGTCCTTCCACGATACCAA 
 Probe: CCCTGGCCAAGGTCATCCATGA 
HPRT1 F: TCCATTCCTATGACTGTAGATTTTATCAGACT 
 R: AGTTGAGAGATCATCTCCTCCGATT 
 Probe: CCTGTTGACTGGTCATTACA 
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2-2-3  結果 
2-2-3-1  サル三叉神経節細胞における PACAPの受容体発現 
まず、サル三叉神経節細胞における受容体の発現を調べるため、PACAP/VIPの 3種類
の受容体 PAC1、VPAC1、VPAC2 の遺伝子発現量を定量的 PCR 法にて比較した。その
結果、三叉神経節細胞には、VPAC1および PAC1の発現が確認できたが、VPAC2は検出
限界以下であった（図 8A）。VPAC1が PAC1より多く発現していたが、その差はわずか
数倍であった。なお、PAC1受容体の親和性は、VIPよりも PACAPに対して 100～1000
倍高いことが知られている 29)。一方、VPAC1および VPAC2は両者に同等の親和性を示
す。 
次に、三叉神経節から分離培養した細胞を免疫染色して、PAC1受容体の分布を調べた
ところ、神経細胞体（図 8C）およびシュワン細胞（図 8D）共に発現が認められ、さらに
神経細胞の軸索上にも分布している様子が確認できた（図 8E）。 
 
2-2-3-2  PACAPによる軸索伸長作用の細胞内経路 
PACAP-27 によるサル三叉神経節細胞からの軸索伸長効果は、PACAP阻害剤である
PACAP6-27によって阻害されたことから（図 7D）、PACAPが受容体を刺激したことよる
作用と考えられた。そこで、PACAPがサル三叉神経節細胞のPAC1受容体に作用したとき
の、細胞内経路を調べた。PAC1受容体の下流には、AC活性化に続いてprotein kinase A
（PKA）を活性化する経路と 36)、PLCの活性化に続いてprotein kinase C（PKC）を活性
化する経路があることが知られている 37)。PACAP-27 によるサル三叉神経細胞からの軸
索伸展作用は、PLC阻害剤であるU73122もしくはAC阻害剤であるddAのいずれによって
も阻害された（図 9A）。この結果から、PAC1受容体が活性化した後、細胞内ではAC/PKA
およびPLC/PKCの両経路がクロストークすることにより、軸索伸展を促したと考えられ
た。 
PAC1受容体には、ラットでは 6つのスプライスバリアントが同定されており、そのう
ち 4つのアイソフォームは、PACAPによってACおよびPKCの両経路を活性化することが
報告されている 38)。また、ヒトで同定された 4つのスプライスバリアントは、いずれも両
経路を活性化することが分かっている 39)。今回のサル三叉神経節細胞では、スプライスバ
リアントは特定されていないが、細胞内経路の実験結果から、両経路を活性化するアイソ
フォームが発現している可能性が考えられた。 
 
2-2-3-3  PACAPによる軸索伸長関連遺伝子の発現変化 
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PACAP による軸索伸長作用のメカニズムを遺伝子レベルでも確認するために、
PACAP および神経軸索伸長の両方に関連する遺伝子の発現変化を調べることにした。
PACAP 作用後に発現が変化する遺伝子は、既にニワトリの三叉神経細胞ではいくつか報
告されており 33)、その中でも、神経の分化形成因子として知られる follistatinに注目した。
そこで、PACAP-27 と培養したサル三叉神経細胞から mRNA を抽出し、定量的 PCR 法
にて follistatinを測定した結果、PACAP-27で刺激したサル三叉神経節細胞では、PACAP
添加後 4および 8時間に follistatinの発現量が基剤群に対して有意に上昇し、その後減少
しながらも、軸索伸長効果を評価した 48時間後まで2倍以上の発現上昇が続いた（図9B）。 
Follistatinは、先述のニワトリの三叉神経細胞においてPACAP刺激後に遺伝子発現が
3.4 倍上昇しただけでなく 33)、follistatinタンパクによる神経芽細胞からの軸索伸展作用
も報告されている 40)。これらの報告から、follistatinの発現上昇は軸索伸長のメカニズム
の一つであると考えられ、サル三叉神経節細胞で観察された軸索伸長がPACAPによる作
用であったことを裏付けるものでる。 
 
2-2-4  考察 
以上の結果から、PACAPは、サル三叉神経節細胞に分布する PAC1受容体に作用して、
AC/PKA および PLC/PKC の両経路を活性化することにより、神経軸索の伸長を促進して
いることが示唆された。また、PAC1受容体の分布結果より、PACAPが細胞体だけでなく
軸索上の受容体に作用した場合でも軸索伸長効果が期待できる。 
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図 8．PACAPの受容体発現と分布 
（A）サル三叉神経節から分離した細胞のmRNAを抽出し、3種類の PACAP受容体の発
現を定量した。各値は 6例の平均値±標準偏差を示す。# 増幅は検出されたが、検量線の
直線限界以下だった。（B）サル主涙腺から単離した腺房細胞のmRNAを抽出し、同様に
3種類の PACAP受容体の発現を定量した。各値は 4例の平均値±標準偏差を示す。（C）
神経節細胞（赤）および（D）シュワン細胞（赤）いずれにも PAC1受容体（緑）との共
染部分（橙）が観察された。（E）強拡大した軸索（赤）上にも点状に染まる PAC1 受容
体（緑）の分布が認められた。（F）PAC1受容体に対する一次抗体をあらかじめペプチド
吸収することにより、PAC1 受容体（緑）の染色が消失した。（G）免疫染色の過程から、
NFおよび PAC1に対する一次抗体を省略すると、核（青）のみが染色された。 
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図 9．PACAP刺激による細胞内シグナルおよび遺伝子発現の変化 
（A）PACAP-27 による三叉神経節細胞からの軸索伸長は、PACAP 刺激の細胞内下流シ
グナルとして知られる PLCもしくは ACの阻害剤（それぞれ U73122もしくは ddA）に
よって抑制された。各値は 3 例の平均値±標準誤差を示す。* p<0.05（基剤群に対する
Dunnett検定）。（B）PACAP-27（黒）もしくは基剤（灰）で各時間刺激したサル三叉神
経節細胞からmRNAを抽出し、follistatinの発現を定量した。PACAP添加前のサンプル
を Initial（Ini）と示す。各値は 3例の平均値±標準偏差を示す。* p<0.05（基剤群に対
する Studentの t検定）。 
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第 2章 ― 第 3節 
PACAPによる涙液タンパク質分泌促進作用 
 
2-3-1  目的 
神経伝達物質でもある PACAP は、中枢神経系から三叉神経や角膜に至る広い範囲の神
経線維に分布していることから、涙腺からの涙液分泌に関与していることが予想される。
そこで、PACAP-27 がサル主涙腺腺房細胞からの涙液タンパク質分泌を促進するかどうか
調べた。 
 
2-3-2  実験材料および方法 
1-1-2-3項と同様に準備したサル主涙腺腺房細胞を、PACAP-27もしくは VIPで 15分間
刺激した後に、培養上清中に分泌した涙液タンパク質 lactoferrin をイムノブロッティング
（1-1-2-4項）により検出した。また、サル主涙腺腺房細胞における受容体発現を定量的 PCR
（2-2-2-3項）により比較した。 
 
2-3-3  結果 
サル主涙腺から単離培養した腺房細胞を、PACAP-27で 15分間刺激したところ、PACAP
の濃度依存的に lactoferrinの分泌量が増加し、10-8 Mで基剤群に対して有意な分泌効果が
認められた（図 10）。また、VIP による lactoferrin 分泌の促進作用も同様に濃度依存的に
認められ、PACAP-27 と VIP による効果は同程度であった。なお、別の涙液タンパク質
lipocalinにも、同様の分泌増加は見られた（データ未掲載）。サル主涙腺腺房細胞における
PACAP/VIPの 3種類の受容体発現を調べた結果、主に VPAC1受容体のみが発現している
ことが分かった（図 8B）。 
 
2-3-4  考察 
予想通り、PACAP-27には涙液タンパク質分泌を促進する作用が確認できた。サル主涙
腺腺房細胞には VPAC1受容体が圧倒的優位に発現していたこと、PACAPと VIPによる涙
液タンパク質分泌作用が同程度であったことから、本作用は PACAP と VIP に対する選択
性が同等な VPAC1受容体を介していると考えられた。 
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図 10．PACAPもしくは VIPによる涙液タンパク質の分泌 
サル主涙腺腺房細胞を各濃度の PACAP-27 もしくは VIP で 15 分間刺激した後、培養液
中に分泌した lactoferrin をイムノブロットにより検出した。代表的な写真（上）とバン
ド密度の測定結果（下）を示す。各値は 6例の平均値±標準偏差を示す。* p<0.05（0 M
に対する Dunnett検定）。 
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小括 
 本章では、角膜の三叉神経のダメージにより反射分泌が減少しているドライアイの治
療を目指して、PACAPに注目し、サル三叉神経節細胞からの軸索伸展作用およびメカ
ニズムを調べた。 
 サルから三叉神経節細胞を分離し、培養系を確立した。 
 PACAP-27はサル三叉神経節細胞からの軸索伸展を促進した。 
 その作用は、PAC1 受容体を介して、AC/PKA および PLC/PKC の両経路を活性化す
ることによって起こったことが示唆された。 
 PAC1受容体は、サル三叉神経節細胞において、細胞体だけでなく軸索上にも分布が確
認されたことから、PACAPが軸索に作用して軸索伸長を促す可能性が示唆された。 
 PACAP-27による刺激後に、神経軸索の伸展に関連すると考えられる遺伝子 follistatin
の発現上昇が認められた。 
 PACAP-27は VPAC1受容体を介して、サル主涙腺腺房細胞からの涙液タンパク質分泌
を促進した。 
 これら 2 つの作用により、主涙腺からの涙液分泌を直接促すだけでなく、角膜の知覚
神経の回復を早めることで反射分泌と瞬目の機能回復が期待できることから、PACAP
はドライアイの治療に有用であると考えられた。 
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第 3章 Galectin-3による角膜上皮の創傷治癒作用 
 
本章では、角膜上皮障害の修復を促進する候補物質として、galectin-3に注目した。 
涙液層の次に外界に面している角膜上皮は傷つく機会も多いが、通常は速やかに自然修
復する。しかし、ドライアイで涙液の量や質が低下すると、涙液層が破綻した箇所から上
皮は障害を受けやすくなるだけでなく、修復も遅くなる 41)。また、障害を受けた上皮の上
では、涙液層が不安定になるため破綻しやすく、上皮障害と修復遅延の悪循環に陥る。涙
液層および角膜上皮の２つのバリア機能が低下した箇所は、感染の危険性が高く、炎症を
伴い、穿孔化、遷延化、瘢痕化する恐れがあるため、その前に速やかに上皮修復を促しバ
リア機能を回復させる必要がある。さらに、角膜上皮の障害は、眼不快感や視機能の低下
を伴うため、一刻も早い治療が求められる。 
創傷治癒過程の最初のステップは、障害部周辺に残った上皮細胞が傷の上に伸展移動し、
接着して覆っていくことである。その後、細胞が増殖・分化して、基底膜の上に元の正常
な上皮細胞の層構造を再形成していく 42)。上皮細胞と基底膜との接着不良は上皮剥離再発
の原因になり得ることから、創傷治癒過程において、伸展移動した上皮細胞が基底膜の成
分である細胞外マトリックスに接着することも、重要と考えられている。 
Galectinは糖鎖のβ-galactoside基に特異的に結合するレクチンであり 43)、現在までにヒ
トでは 16番まで同定されている。中でもgalectin-3は、眼組織のDNAマイクロアレイによ
る遺伝子解析の結果、角膜上皮に高発現していることが分かり（データ未公表）注目した
ところ、既にgalectin-3ノックアウトマウスにおける角膜上皮修復の遅延や、galectin-3が
マウス角膜上皮の創傷治癒を促進する効果が報告されていた 44)。また、そのメカニズムと
して、galectin-3が角膜上皮細胞表面に存在するintegrin α3β1に結合することによって、
細胞の伸展移動に重要なラメリポディアの形成を促進したことが報告されている 45)。しか
し、欠損部に伸展移動してきた細胞が基底膜の細胞外マトリックスに接着する際に、
galectin-3が直接関与しているかどうかは不明であった。そこで、本試験では、既報とは別
の動物種であるラットの角膜、さらに、角膜の構造がよりヒトに近いサルの角膜を用いて、
それぞれgalectin-3の上皮創傷治癒効果を確認すると共に、角膜上皮細胞と細胞外マトリッ
クスの接着に及ぼすgalectin-3の影響について調べた。 
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第 3章 ― 第 1節 
Galectin-3によるラット角膜の上皮修復促進作用と collagen IVの関与 
 
3-1-1  目的 
Galectin-3 による角膜上皮の創傷治癒促進作用を、まずはラットの角膜を用いて確認し
た。また、そのメカニズムを調べるため、上皮修復過程で重要な役割を果たしていると考
えられている基底膜の主成分 collagen IVと galectin-3がどのように関与するかを調べた。 
 
3-1-2  実験材料および方法 
3-1-2-1  実験動物 
角膜は雄性の Sprague-Dawley ラットから採取した。角膜上皮細胞の単離用には 6 週
齢を、角膜の器官培養用には 9-11 週齢を用いた。動物の飼育および取扱いは、眼科・視
覚研究における動物実験指針（ARVO Statement for the use of Animals in Ophthalmic 
and Vision Research and the Guiding Principles in the Care and Use of Animals）に従
った。また、本試験は千寿製薬株式会社の動物実験倫理委員会の承認を得て実施した。 
 
3-1-2-2  ラット角膜の器官培養 
ペントバルビタールナトリウムで麻酔したラットの角膜中央に直径 3.5 mm のトレパ
ンでしるしをつけ、その内側の上皮をハンディールーター（Tamiya）で機械的に剥離し
て上皮欠損を作成した。その後、摘出した角膜を培養液に浸漬し、37℃で 16時間培養し
た。培養液は、Minimal Essential Mediumに 1% nonessential amino acid solution、2 mM 
L-glutamine、100 U/ml penicillin および 100 µg/ml streptomycin（いずれも Life 
Technologies）を添加したものを用いた。試験物質としてヒトのリコンビナント galectin-3
（BioVision）を 20 µg/mlの濃度で培養液に加えた。Galectin-3の濃度は、以前にマウス
で上皮修復作用が報告されている 20 µg/ml を用いた 44)。陽性対照には 20 ng/ml EGF
（PeproTech）を、基剤群には PBS を galectin-3 の代わりに添加した。Galectin-3 の糖
鎖認識ドメインが糖鎖のβ-galactoside基に特異的に結合する性質を利用して、上皮修復作
用が galectin-3 による特異的な作用かどうかを確認するために、β-galactoside 基を有す
るβ-lactoseもしくは同基を含まない sucrose（いずれも Sigma-Aldrich）を 1 mMの濃度
で galectin-3と一緒に培養液に加えて評価した。 
角膜の上皮欠損部位を 5%フルオレセインナトリウム（和光純薬工業）で染色した後、
デジタルマイクロスコープ（Keyence Japan）で撮影し、画像解析ソフト Image Pro Plus
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（Media Cybernetics）を用いて面積を計測した。培養の前後に測定した上皮欠損面積か
ら、培養前に対する培養後の修復率を算出した。 
 
3-1-2-3  ラット角膜上皮細胞の単離 
Kawakitaらのマウス角膜上皮細胞の単離培養方法 46)を応用した。ラットから摘出した
眼球を、15 mg/ml dispase II（Roche Diagnostics）を溶解した培養液に 4℃で終夜浸漬
した。培養液は、primocin（Invivogen）含有EpiLife medium（Life Technoglogies）を
使用した。翌日、シート状に剥離した角膜上皮を 2 mlの 0.025% Trypsin/0.01% EDTA
（Kurabo）に入れて、5分毎にピペッティングしながら計 15分間トリプシン処理した後、
HEPESおよびトリプシン中和液（Kurabo）を 5 mlずつ加えて酵素反応を停止した。細胞
懸濁液を 40 µmのセルストレーナ （ーBD Biosciences）に通して細胞塊を除き、遠心（220
×g）により洗浄した後、上記の新しい培養液に再懸濁した。 
 
3-1-2-4  ラット角膜上皮細胞の collagen IVへの接着試験 
あらかじめマウスのcollagen IV（BD Biosciences）でコートした 96ウェルプレートに、
3-1-2-2項で単離したラット角膜上皮細胞を 2.5×105 cells/well播種し、ヒトのリコンビナ
ントgalectin-3（R&D Systems）を含む培養液中で 24時間培養した。陰性対照には、細
胞の接着作用ではなく増殖作用によって創傷治癒を促進することが知られているEGF
（PeproTech）をgalectin-3の代わりに用いた 47,48)。培養後、非接着細胞は洗浄して除き、
プレート上に接着した細胞を 2%パラホルムアルデヒドで固定後、0.1%クリスタルバイオ
レット（Sigma-Aldrich）で染色した。染色された細胞を顕微鏡（Olympus）で観察し、
画像解析ソフトImage Pro Plusを用いて染色細胞数を計測した。データは基剤群に対する
比率で表示した。 
 
3-1-2-5  イムノブロッティング 
3-1-2-4項の細胞接着試験の結果に細胞の増殖作用が影響していないことを証明するた
めに、細胞増殖時に増加する p44/22 mitogen-activated protein kinases（MAPK）のリ
ン酸化をイムノブロッティングにより調べた。3-1-2-2 項で単離したラット角膜上皮細胞
を、collagen IVでコートした 6ウェルプレートに 2.5×106 cells/well播種し、24時間培
養して接着した細胞を galectin-3 もしくは EGF で 10 分間刺激した。その後、細胞を回
収し、細胞溶解液から調製した可溶化タンパク質をイムノブロッティングに供した。イム
ノブロッティングの手順は 1-1-2-4項と同様に実施し、一次抗体には、抗リン酸化 p44/42 
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MAPK抗体および抗 total p44/42 MAPK抗体（いずれも Cell Signaling Technology）を
1:500 希釈して使用した。また、アルカリフォスファターゼ標識二次抗体を使用し、
alkaline phosphatase conjugate substrate kit（BioRad）を用いて検出したバンドの画像
を ImageQuant LAS4000で撮影した。 
 
3-1-2-6  Galectin-3と collagen IVとの結合試験 
Galectin-3 と collagen IV とが直接結合するかどうかを sulfo-SBED Biotin Label 
Transfer Kit（Thermo Fisher Scientific）を用いて調べた。方法はキットの指示書に従っ
た。Galectin-3と collagen IVとの結合反応は 37℃で 30分間実施した。結合が galectin-3
の糖鎖認識ドメインによる特異的なものかどうかを確認するために、0.1 M β-lactoseによ
って結合が阻害されるかどうか調べた。 
 
3-1-2-7  統計解析 
得られたデータは、統計解析ソフト（JMP 10.0; SAS Institute Japan）を使用して
Dunnett検定もしくは Studentの t検定した。有意水準は 5%に設定した。 
 
3-1-3  結果 
3-1-3-1  Galectin-3によるラット角膜上皮の創傷治癒作用 
ラット角膜の器官培養を用いて、機械的に剥離した上皮の galectin-3 による修復促進
作用を調べた。培養後は、基剤群でも自然と上皮欠損面積が小さくなったが、培養液に
galectin-3 を添加したところ、上皮修復が基剤群と比べて有意に促進した（図 11）。この
galectin-3 による上皮修復促進効果は、β-galactoside 基を持つβ-lactose によって競合阻
害されたことから、galectin-3 の糖鎖認識ドメインが角膜上の何かに含まれる
β-galactoside基に特異的に結合した結果であることが示唆された。 
 
3-1-3-2  Galectin-3によるラット角膜上皮修復のメカニズム 
角膜上皮障害の修復過程において、伸展移動してきた上皮細胞は、基底膜の主要成分
であるlaminin、fibronectinやcollagen IVといった細胞外マトリックスに結合する必要が
ある。この中でも、collagen IVは角膜創傷治癒過程において一貫して発現が確認されてお
り 49)、またヒト角膜上皮細胞を使った実験においてcollagen IVに対する接着性が優れて
いたという報告があることから 50)、上皮修復過程で重要な役割を果たしていると考え、
collagen IVに対するgalectin-3の関与を調べた。 
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ラット角膜から単離した上皮細胞を用いて、collagen IVコート上への細胞接着を検討
した結果、培養液に galectin-3を 10 µg/ml以上添加したときに、接着細胞数が基剤群に
対して有意に増加した（図 12A）。データのばらつきを考慮すると、galectin-3 による接
着促進効果は 10 µg/mlでプラトーに達したと考えられる。一方、増殖作用により創傷治
癒を促進することで知られている EGFを添加しても、collagen IVに対する細胞接着に変
化は認められなかった。また、EGFで処理した角膜上皮細胞には、EGF受容体の活性化
を示す MAPK リン酸化の増加が確認されたが、galectin-3 で処理した細胞には同シグナ
ルの増加は認められなかった（図 12B）。 
上記のとおり、galectin-3が collagen IVに対する細胞接着を促進することが分かった
が、その際 galectin-3が結合する相手については、以前に上皮細胞表面の integrin α3β1
に結合することが報告されている。そこで、galectin-3は細胞にだけ結合するのか、それ
ともマトリックス側にも結合するのかを調べるために、galectin-3と collagen IVとのタ
ンパク質レベルでの相互作用を調べた。その結果、Galectin-3と collagen IVを混合する
と、両者の結合体が検出され、その結合はβ-lactoseによって阻害されたことから（図 13）、
galectin-3の糖鎖認識ドメインが collagen IVのβ-galactoside基を認識して特異的に結合
することが分かった。 
 
3-1-4  考察 
Galectin-3は、ラット角膜の上皮修復を促進し、また、上皮細胞のcollagen IVに対す
る接着性を促進した。また、galectin-3 は上皮細胞表面のintegrin α3β1 に結合すること
が報告されているのに加えて 45)、今回の試験では、galectin-3 が collagen IVの
β-galactoside基に直接結合することが確認できた。以上の結果と、galectin-3がリガンド
存在下では五量体を形成して多価の結合活性を有する性質から 51)、galectin-3はcollagen 
IVと上皮細胞との複合体を形成することにより、細胞‐細胞外マトリックス間の接着を促
進し、上皮修復を促進したと考えられる。また、galectin-3による作用機序はEGFとは異
なるため、EGFに懸念されるようなEGF受容体を介して血管新生を引き起こす危険性は
ないと考えられた 52)。 
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図 11．ラット角膜器官培養における galectin-3による角膜上皮の創傷治癒作用 
角膜上皮を機械的に剥離して上皮欠損部位を作成後（Initial）、基剤（Control）、20 µg/ml 
galectin-3単独（Gal-3）、20 µg/ml galectin-3兼 1 mM β-lactose（Gal-3 + βLac）もしく
は 20 µg/ml galectin-3兼 1 mM sucrose（Gal-3 + Suc）を入れた培養液中で 16時間培養
した。上皮欠損面積の修復率（上）とフルオレセインで染色された上皮欠損部位の代表的
な写真（下）を示す。写真上で欠損部輪郭を白線でなぞった。各値は 7例の平均値±標準
偏差を示す。* p<0.05（Controlもしくは Gal-3に対する Studentの t検定）。 
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図 12．Galectin-3によるラット角膜上皮細胞の接着促進作用 
（A）Collagen IVコーティングしたプレートに接着した角膜上皮細胞数は、基剤（Control）
と比較して galectin-3 によって増加したが、EGF による変化は認められなかった。
Galectin-3 と EGF は別々に試験し、galectin-3 の試験では 4例の、また EGFの試験で
は 7 例の平均値±標準偏差を示す。* p<0.05（Control もしくは Galectin-3 に対する
Studentの t検定）。（B）ラット角膜上皮細胞を基剤（Control）、galectin-3（Gal-3）も
しくは EGF でインキュベートした後に、リン酸化 p44/42 MAPK および total p44/42 
MAPKをイムノブロットで検出した。代表的なイムノブロットの写真を示す。EGFはリ
ン酸化を亢進させたが、Gal-3による変化は認められなかった。 
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図 13．Galectin-3と collagen IVとの結合試験 
（A）結合試験の模式図を示す。まず、collagen IV（‘bait’タンパク質）を sulfo-SBED標
識することによりビオチン（biotin; B）化する。標識した collagen IVと galectin-3（Gal-3、
‘prey’タンパク質）とのインキュベーション中に両タンパク質が結合すると、紫外線
（ultraviolet; UV）照射により‘prey’タンパク質と sulfo-SBEDが共有結合する。その後、
還元処理により sulfo-SBED 中 S-S結合が切断されて、ビオチンが‘prey’タンパク質へ転
移する。このビオチンを検出することにより、collagen IVに結合した galectin-3（*）が
検出されることになる。（B）代表的なイムノブロットの結果を示す。上の写真は in vitro
で collagen IVに結合した galectin-3を、表はインキュベーション内容を、下の写真はイ
ンキュベーションに用いた全ての galectin-3を示す。 
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第 3章 ― 第 2節 
サル角膜器官培養における上皮欠損モデルの比較 
 
3-2-1  目的 
これまで、galectin-3 による上皮修復促進効果が複数のげっ歯類の角膜で認められてき
たが、げっ歯類はヒトに比べてボーマン膜が薄く不鮮明であり 53,54)、角膜の構造に違いが
あることから、よりヒトに近いサルの角膜でも評価することにした。まず本節では、サル
の角膜を用いた上皮欠損モデルとその器官培養系を作成するために、アルカリもしくはア
ルコールによる化学的外傷を作成し、障害深度や培養後の上皮修復速度に違いがあるかど
うか比較した。 
 
3-2-2  実験材料と方法 
3-2-2-1  実験動物 
サル眼球は、Oregon National Primate Research Center のアカゲザル（Macaca 
mulatta）から、本研究とは別の目的で解剖された際に入手した。動物の飼育および取扱
いは、眼科・視覚研究における動物実験指針（ARVO Statement for the use of Animals in 
Ophthalmic and Vision Research and the Guiding Principles in the Care and Use of 
Animals）に従った。 
 
3-2-2-2  サル角膜の器官培養 
サル眼球の角膜中央に、1 規定の水酸化ナトリウム（NaOH; Sigma-Aldrich）もしく
は n-heptanol（Alfa Aesar）を染み込ませた直径 7.5 mmのろ紙をそれぞれ 60秒間もし
くは 90秒間押し当てた後、十分量のHank’s balanced salt solution（Life Technologies）
で洗浄し、溶解した上皮は手術用メスを使って穏やかに取り除いた。サル角膜の直径はお
およそ 13-14 mm であり、周辺部の上皮は障害せずに残した。その後、角膜を摘出し、
3-1-2-2項と同じ培養液に浸漬し、37℃で培養した。 
角膜の上皮欠損部位を 1%フルオレセインナトリウム（Sigma-Aldrich）で染色した後、
FluorChem FC2 imager（Alpha Innotech）で撮影し、画像解析ソフト ImageJ 1.4.3.67
を用いて面積を計測した。培養の前後に測定した上皮欠損面積から、培養前に対する培養
後の修復率を算出した。 
病理切片を作成する場合は、培養前もしくは培養後の角膜を中性緩衝ホルマリン溶液
に 1日以上浸漬して固定した後、定法に従ってパラフィン包埋した。角膜の断面が観察で
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きる方向に 4 µmの厚さで薄切し、ヘマトキシリンとエオジンで染色した。 
上皮障害作成直後の角膜を電子顕微鏡で観察する場合は、角膜を 1.5%グルタルアルデ
ヒドおよび 1.5%パラホルムアルデヒドを含む 0.1 Mカコジル酸緩衝液（pH 7.4）に浸漬
して固定し、定法に従い、1%酸化オスミウム溶液で後固定した後、エポキシ樹脂に包埋
した。超薄切した切片を、酢酸ウラニル・クエン酸塩で染色し、透過型電子顕微鏡（FEI 
Tecnai 12 TEM; FEI）で観察した。 
 
3-2-2-3  統計解析 
上皮修復速度の比較は、統計解析ソフト（JMP 8.0.1、10.0.0 もしくは 10.0.2; SAS 
Institute Japan）を用いて共分散分析した。有意水準は 5%に設定した。 
 
3-2-3  結果 
正常な角膜の断面を透過型電子顕微鏡で観察すると、ボーマン膜と上皮の間に無機質な
基底膜が観察できた。作成直後の上皮欠損部の断面を同様に観察すると、NaOH で障害し
た角膜には基底膜がほとんど残っておらず、ボーマン膜が露出していたが、一方の
n-heptanol で障害した角膜にはボーマン膜の上に基底膜が残っている様子が確認された
（図 14）。 
これらの角膜を器官培養し、経時的に観察すると、上皮の自然修復していく様子が観察
できた。正常な角膜（図 15A）は、中央部（図 15 (i)）および周辺部（図 15 (ii)）では 5-6
層の、リンバス部（図 15 (iii)）では 8-9層の上皮細胞で覆われており、上皮障害作成直後
には中央部および周辺部の上皮がなくなり、リンバス部の上皮は無傷で残った（図 15B, C）。
培養後、時間が経つにつれて、リンバス部の上皮層が徐々に薄くなり、周辺部に次いで中
央部が徐々に単層もしくは二層の上皮に覆われていく様子が観察された（図 15B, C）。この
経時的変化は両モデルに同様に見られ、リンバス部に残った上皮細胞が欠損部に伸展移動
したと考えられた。2つのモデルで唯一多少違ったのは、培養 12時間後の結果で、NaOH
モデルでは既に周辺部が上皮で覆われていたのに対して（図 15B (ii)）、n-heptanolモデル
の周辺部はまだ覆われていなかった（図 15C (ii)）。両モデルの上皮修復スピードを比較す
ると、n-heptanolモデルでは培養 36時間までほぼ一定のスピードで修復が進んだのに対し
て、NaOHモデルでは 18時間までの前半が速く、後半は遅くなり、2つのモデルに違いが
認められた（図 16, 表 2）。基底膜の有無が修復スピードに影響していると示唆される報告
は過去にもあり 55)、基底膜がない方が、最初の修復スピードが速くなる点は、今回の結果
と一致していた。 
45 
 
 
3-2-4  考察 
サル角膜の器官培養を用いて、galectin-3 による創傷治癒作用を評価するにあたり、本
節ではまず、NaOHもしくは n-heptanolを用いた化学的外傷により上皮欠損モデルを作成
した。これら 2つのモデルでは障害深度が異なり、n-heptanolモデルでは基底膜が、NaOH
モデルではボーマン膜が露出した。また、これら角膜を器官培養したときの上皮の自然修
復スピードにも、部分的ではあるが、両モデルに差が認められた。以上の結果から、これ
ら 2 つは異なるモデルであると言える。サルの角膜を用いて上皮修復の評価系を確立した
のは新規であり、さらに障害深度や修復スピードの異なる 2 つのモデルを確立できたこと
は、角膜上皮修復の研究において、ヒトへの外挿や病態の考察をするのに有用であると考
えられる。これら 2つのモデルを用いて評価することによって、galectin-3の作用メカニズ
ムによっては上皮修復作用に違いが見られる可能性があるため、次節で評価・比較するこ
とにした。 
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図 14．サル角膜上皮障害モデルの透過型電子顕微鏡観察 
正常な角膜（A）には、上皮とボーマン膜（Bowman’s membrane; Bow）の間に基底膜
（basement membrane; BM）が観察された。NaOHモデル（B）では、上皮と基底膜が
消失していたが、n-heptanolモデル（C）では、上皮のみが除かれて基底膜は残っていた。
スケールバーは 500 nmを示す。 
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図15．サル角膜の器官培養における自発的な上皮障害修復過程 
正常（非障害）（A）、NaOHモデル（B）およびn-heptanolモデル（C）の角膜断面をヘマ
トキシリンとエオジンで染色し、上皮欠損部が上皮に覆われて修復していく様子を経時的
に観察した。それぞれ、角膜の中央部（i）、周辺部（ii）およびリンバス部（iii）の3か所
の写真を示す。写真のスケールバーは100 µmを、インサートのスケールバーは25 µmを
示す。 
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図 16．2つの上皮障害モデルにおける自発的な修復率の比較 
NaOH（A）もしくは n-heptanol（B）により上皮を障害したサル角膜を器官培養し、経
時的に上皮の自然修復率を測定した。各菱形は個々のデータを示す。 
 
 
表2．図16の回帰直線の傾きから計算した上皮修復率 
 Healing rate (%/h) 
Incubation period 6-18 h 18-36 h 
NaOH 3.89* 1.96 
n-heptanol 3.03 2.97† 
*P<0.05（18-36 hに対する共分散分析） 
†P<0.05（NaOHに対する共分散分析） 
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第 3章 ― 第 3節 
Galectin-3によるサル角膜の上皮修復促進作用とメカニズム 
 
3-3-1  目的 
角膜の構造がこれまでのげっ歯類よりヒトに近いサルの角膜を用いて、galectin-3 の上
皮修復作用を評価し、また、第二節で確認した 2 つのモデルにおける障害深度の違いが、
galectin-3による上皮修復作用に影響するかどうかを調べた。そのメカニズムとして、両モ
デルで露出する基底膜およびボーマン膜の主成分である様々な細胞外マトリックスに対し
て、galectin-3が角膜上皮細胞の接着を促進するかどうかを調べた。 
 
3-3-2  実験材料および方法 
3-3-2-1  実験動物 
3-2-2-1項と同様に、アカゲザルの眼球を入手した。 
 
3-3-2-2  サル角膜器官培養における galectin-3の上皮修復作用 
3-2-2-2 項と同様に、サル角膜の器官培養を行った。片眼を基剤群に、反対眼を
galectin-3添加群に割り当てた。培養液中の galectin-3濃度は、以前にマウスで上皮修復
作用が報告されている 20 µg/mlとした 44)。培養時間は、両モデルの修復率が同程度であ
った 24時間で評価した。 
 
3-3-2-3  サル角膜上皮細胞の単離培養 
Kawakita らのマウス角膜上皮細胞の単離培養方法 46)を応用した。サル眼球から角膜
を摘出し、15 mg/ml dispase II（Roche Diagnostics）を溶解した培養液に 4℃で終夜浸
漬した。培養液は、DMEM/F12に Corneal Epithelial Cell Growth Kit（ATCC）を添加
したものを用いた。翌日、シート状に剥離した角膜上皮を 0.05% Trypsin-EDTA（Life 
Technologies）に入れて 37℃で 3 分間処理し、1.3% soybean trypsin inhibiotr
（Sigma-Aldrich）を加えて酵素反応を停止した。ピペッティングして懸濁した細胞を 100 
µm のセルストレーナー（BD Biosciences）に通して細胞塊を除き、DMEM/F12 で洗浄
し、再懸濁した。 
 
3-3-2-4  サル角膜上皮細胞の接着試験 
96ウェルプレート（Greiner Bio-One）に 0.001%の下記の各種細胞外マトリックスも
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しくはインテグリンを 50 µl/well加えて、37℃で 1時間インキュベートすることによりコ
ーティングした。細胞外マトリックスは human collagen type I、IV、V（いずれも BD 
Biosciences）、human fibronectin（BD Biosciences）もしくは human laminin-5（Abcam）
を、インテグリンは human recombinant integrin α1β1、α3β1、α5β1（いずれも R&D 
Systems）を用いた。ウェルを Dulbecco’s phosphate buffered saline（DPBS; Life 
Technologies）で洗浄した後、0.1% BSAを 50 µl/well加えて、37℃で 1時間ブロッキン
グした。ウェルを再度 DPBSで洗浄した後、20 µg/ml galectin-3（BioVision）を含む培
養液（サプリメントは不含）を 50 µl/well加え、37℃で 1時間インキュベートし、その上
から 3-3-2-3項で準備したサル角膜上皮細胞を 2×104 cells/100 µl/well加えて、さらに 19
時間培養した。非接着細胞を穏やかに洗浄して除き、接着した細胞数を MTT assay
（Promega）により測定した。 
 
3-3-2-5  サル眼組織中の galectin-3のイムノブロッティング 
涙液は希釈涙液として採取した。すなわち、眼球を摘出する前に、全身麻酔下のサル
に DPBSを 100 µl点眼し、数回瞬目させて涙液となじませた後、希釈涙液を採取した。
十分なタンパク質量を得るために、この操作を 2回繰り返し、採取した希釈涙液は混合し
た。同じサルから、解剖時に腹大動脈から全血を採取し、遠心分離して血清を調製した。
摘出した眼球から、前房水、角膜、結膜、虹彩、毛様体、水晶体、網膜を採取した。角膜
および結膜は、手術用メスで上皮を掻き取り、実質と分けた。採取した組織を、1-2-2-1
項と同組成の細胞溶解バッファーに1% Triton X-100を加えた液に溶解して、遠心（16,000
×g、10 分間）後の上清をイムノブロッティングに供した。上清中のタンパク質濃度は
BCA protein assayにより定量した。 
イムノブロッティングは 1-2-2-4項と同様に実施した。一次抗体には、抗 galectin-3抗
体（Santa Cruz Biotechnology）を 1:100希釈して使用した。 
 
3-3-2-6  統計解析 
得られたデータは、統計解析ソフト（JMP 8.0.1、10.0.0もしくは 10.0.2）を使用して
Studentの t検定した。有意水準は 5%に設定した。 
 
3-3-3  結果 
3-3-3-1  Galectin-3によるサル角膜上皮の創傷治癒作用 
NaOHもしくは n-heptanolによる上皮欠損モデルを用いて、galectin-3による上皮修
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復作用を調べた結果、galectin-3を培養液に添加した群では、基剤群に対して有意な上皮
修復の促進が認められた（図 17）。この効果は、NaOHモデルおよび n-heptanolモデル
において同等であった。 
 
3-3-3-2  Galectin-3によるサル角膜上皮細胞の接着促進作用 
Galectin-3 による上皮修復促進のメカニズムを調べるために、上皮欠損部で露出した
各種細胞外マトリックス上への角膜上皮細胞の接着作用を検討した。その結果、ボーマン
膜の主成分である collagen I および collagen V、基底膜成分である collagen IV、
fibronectin、laminin-5 の合計 5 種類の全ての細胞外マトリックスに対して、galectin-3
存在下では非存在下と比べて有意な接着細胞数の増加が認められた（図 18 上）。さらに、
これら 5種類の細胞外マトリックスに対応する細胞表面のリガンドである3種類のインテ
グリンα1β1、α5β1、α3β1のいずれに対しても、galectin-3は細胞接着を促進した（図 18
下）。 
 
3-3-3-3  Galectin-3のサル眼組織内分布 
Galectin-3 の眼内および眼周辺部における分布を調べるために、イムノブロッティン
グにより発現量を比較した。その結果、galectin-3は、角膜および結膜の上皮に多く分布
していることが分かった（図 19）。涙液、毛様体および虹彩にも薄いバンドが検出された
が、その他の眼組織には検出されなかった。 
 
3-3-4  考察 
よりヒトの角膜に構造が近いサルの角膜でも、galectin-3による上皮創傷治癒の促進効
果が認められた。Galectin-3は、上皮欠損部位の障害深度に関わらず、NaOHモデルのボ
ーマン膜上および n-heptanol モデルの基底膜上のいずれにおいても、上皮修復を同様に
促進したことから、上皮障害が基底膜にまで達していないマイルドな症例から、基底膜の
障害を伴う重症例まで、幅広い症例においてgalectin-3による上皮修復効果が期待できる。 
また、両モデルにおけるgalectin-3の上皮修復効果を裏付けるように、ボーマン膜およ
び基底膜に存在する主な細胞外マトリックス全てに対して、galectin-3によるサル角膜上
皮細胞の接着促進が認められた。さらに、galectin-3はintegrin α1β1、α5β1およびα3β1
いずれに対しても、細胞接着を促進した。この結果は、galectin-3がインテグリン同士の
相互作用を仲介したことを示唆する。一般に、細胞表面でインテグリンがクラスターを形
成すると、細胞内にシグナルが流れ、細胞の接着や伸展移動を促す経路が活性化すること
が知られている 56,57,58)。過去にはSaravananらが、galectin-3が細胞表面にあるintegrin 
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α3β1のクラスター形成を促し、細胞内シグナルのfocal adhesion kinaseやRac1を活性化
することにより、ラメリポディアの形成を促進したことを報告している 45)。以上のことか
ら、galectin-3 による角膜上皮修復促進のメカニズムを推察すると、galectin-3 が各種イ
ンテグリンのクラスター形成を誘導したことにより上皮細胞の伸展移動が促進し、また
galectin-3がボーマン膜および基底膜上での細胞接着を促進したことで、上皮修復が促進
したと考えられた。 
サル眼組織におけるgalectin-3の発現を確認したところ、角膜や結膜の上皮に高発現し
ていたが、涙液中の分布量は極僅かであった。同様の結果はヒトの涙液でも報告があり、
健常人の涙液中にはgalectin-3は検出されなかった 43)。一方で、炎症性の眼疾患では涙液
中にgalectin-3が検出されており、眼表面の障害を自己修復するために高発現部位から放
出されたのではないかと考えられる。涙液中のgalectin-3濃度の増加はドライアイ患者で
も確認されているが、その濃度は本試験で上皮修復効果が認められた濃度には及ばず、ま
た約半数のドライアイ患者の涙液中では、galectin-3が分解されて活性を失った形で見つ
かった 59)。以上のことから、上皮修復が遅延すると言われているドライアイにおいて、
galectin-3を点眼して涙液中の濃度を上げることにより、角膜の上皮障害治癒を促す効果
が期待できると考えられた。 
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図 17．サル角膜器官培養における galectin-3による上皮修復促進作用 
NaOH（A）もしくは n-heptanol（B）によって上皮欠損部位を作成後（Initial）、20 µg/ml 
galectin-3を加えた培養液中で 24時間培養し、上皮欠損面積の修復率（上）を測定した。
フルオレセインで染色された上皮欠損部位の代表的な写真（下）と共に示す。各値は 5
例の平均値±標準偏差を示す。* p<0.05（Controlに対する Studentの t検定）。 
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図 18．Galectin-3 によるサル角膜上皮細胞と細胞外マトリックスおよびインテグリンと
の接着促進作用 
5種類の細胞外マトリックス（上）もしくは 3種類のインテグリン（下）でそれぞれコー
ティングしたプレート上に接着したサル角膜上皮細胞数は、いずれのコーティングにおい
ても、20 µg/ml galectin-3（Gal-3）存在下では基剤（Vehicle）より増加した。各値は試
験 4 回分の平均値±標準偏差を示す。1 試験毎に別のサルから採取した細胞を使用した。
* p<0.05（Vehicleに対する Studentの t検定）。 
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図 19．イムノブロットによる galectin-3（矢印）のサル眼組織内分布 
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小括 
 本章では、角膜上皮障害を修復することによって、涙液の安定性および眼不快感や視
機能低下を改善し、ドライアイを治療することを目指して、galectin-3による角膜上皮
の修復作用およびメカニズムを調べた。 
 サル角膜の器官培養による上皮修復の評価モデルを新規に確立した。 
 Galectin-3は、ラットおよびサルの角膜上皮障害に対して、修復促進効果を示した。 
 その効果は、基底膜の有無に関わらず、ボーマン膜が露出したモデルでも同等に認め
られた。 
 Galectin-3 は、基底膜およびボーマン膜を構成する主な細胞外マトリックス全てに対
して、サル角膜上皮細胞の接着を促進した。また、インテグリンに対する細胞接着も
促進したことから、インテグリンクラスター形成により上皮細胞の接着や伸展移動を
活性化している可能性が示唆された。 
 Galectin-3が角膜上皮細胞の接着を促進する際の作用機序は、EGFとは異なり、EGF
受容体を介した血管新生誘発の危険性はないことを確認した。 
 Galectin-3 は涙液中にはほとんど存在しないため、点眼により涙液中の濃度を上げる
ことにより、基底膜の有無に関わらず、様々な重症度の上皮障害に対して修復促進効
果が期待できると考えられた。 
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ドライアイの歴史は比較的浅く、従来は涙液減少による角結膜炎というシンプルな概念
として捉えられていたが、1995年にNational Eye Instituteにより初めてドライアイの定義
と診断基準が発表されて以降 60)、基礎的および臨床的な研究が急速に進み、眼表面の種々
の因子が複合的に影響し合って病態を形成していることが分かってきた。それを反映して、
世界のドライアイ専門家で結成されたDry Eye WorkShop（DEWS）が 2007年に発表した
最新の定義には、ドライアイが「多因子による疾患である」こと、「眼不快感だけでなく視
機能異常を伴う」こと、さらに「涙液の安定性低下」に加えて「涙液浸透圧の上昇と眼表
面の炎症が関与する」ことが盛り込まれた 3)。また、治療方法にも、抗炎症薬による治療が
積極的に紹介されている。一方、日本国内のドライアイ研究会も、2006年に日本のドライ
アイの定義と診断基準を改定した 1)。緒言の冒頭で紹介したとおり、その内容には、DEWS
と整合性を図って、「様々な要因による」慢性疾患であり、「眼不快感や視機能異常を伴う」
ことが明記されたが、米国を中心とした諸外国で重視されている「涙液浸透圧の上昇と眼
表面の炎症」に関しては、日本の定義には盛り込まれなかった。また、ドライアイの本質
は炎症というよりも涙液の不安定性にあるという考え方に基づき、日本発の新しい治療方
針として、眼表面の各層（上皮、液層、油層）を層別に治療して涙液層破綻を改善するこ
とによりドライアイを治療する「層別治療」（Tear Film Oriented Therapy）が提案されて
いる 2)。なお、日本でも炎症の関与が否定されているわけではなく、層別治療のターゲット
の一つには眼表面炎症が取り上げられている。 
このように、米国を中心とした諸外国と日本との間で、ドライアイのとらえ方や治療方
針が少なからず異なる背景には、各国で開発されたドライアイ治療薬が大いに影響してい
ると考えられる。炎症が重視されている米国では、2003年に承認された免疫抑制剤である
シクロスポリン点眼液が、唯一の医療用医薬品である 4,61)。同薬剤は、製剤改良されて 2015
年に欧州でも承認されたが、日本ではドライアイ治療の適応はない。一方、涙液の安定性
が重視されている日本では、保水作用に優れたヒアルロン酸点眼液に加えて、涙液安定性
に重要なムチンを増加させるジクアホソルナトリウム点眼液およびレバミピド点眼液が、
2010 年以降に立て続けに承認された 7)。ジクアホソルナトリウム点眼液は、その後、米国
でもPhase IIIまで進んだが、承認には至らなかった。ムチン分泌促進剤は、その他の国々
でも開発中であるが、現在のところ承認販売されているのは日本のみである。このように、
ドライアイ治療薬の承認数が最も多い日本ですら、その選択肢は非常に限られているのが
現状である。 
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現在、日本のドライアイ治療では、人工涙液による水分補充に加えて、必要に応じて上
記点眼薬による薬物療法が行われているが、これらだけでは症状のコントロールが不十分
な症例には、涙点プラグ挿入による涙液排出量の調節や、涙液の質を改善するために涙液
成分に近い自己血清点眼が用いられることや、適応外治療のステロイド剤や免疫抑制剤が
併用される場合もある 8)。患者により適した治療法で、十分に症状をコントロールするため
には、眼表面の多様な異常に対応できるよう、治療薬の選択肢の充実が望まれている。そ
のためには、既存薬の承認国追加だけでなく、既存薬とは異なる薬理作用を持つ新しいド
ライアイ治療薬の開発が必要であり、実際に、現在各国で、ドライアイの様々な要因をタ
ーゲットにした新薬が開発されつつある 8,61)。 
そこで、本研究では、ドライアイ治療薬の選択肢を増やすべく、既存薬とは異なる３つ
の薬理作用をターゲットにして基礎研究に取り組んだ。１つ目のターゲットは、涙液タン
パク質の分泌促進作用であり、涙液の質が改善される。2つ目は三叉神経の、3つ目は角膜
上皮の修復促進作用をターゲットにした。三叉神経自身は層別治療の対象ではないが、涙
液の反射分泌を司り、眼表面の健常性維持には欠かせない存在である。また、上皮の傷が
修復することにより、涙液の安定性だけでなく、眼不快感や視機能の改善も期待できる。
これら全ての作用を合わせ持つ物質が見つかれば理想的であったが、本研究では、それぞ
れの作用を示す 3種類の生体内タンパク質 lacritin、PACAP、galectin-3に注目し、それぞ
れの効果とメカニズムを調べた。 
第 1章では、自身も涙液タンパク質である lacritinが、オートクラインに作用して、サ
ル主涙腺腺房細胞からの涙液タンパク質分泌を促進することを示した。ドライアイを模し
て炎症性サイトカインで処理した細胞では、神経伝達物質のアナログである carbacholによ
る分泌が減少したのに対して、lacritinは炎症下でも影響を受けることなく分泌を促進した。
炎症を伴うドライアイでは、神経伝達物質の分泌減少並びに機能低下によって、lacritinを
含めた涙液タンパク質の分泌が減少すると考えられるが、炎症状態下でも涙液タンパク質
の分泌促進効果のある lacritinを補充することにより、ドライアイの症状改善が期待できる。
これまでも lacritin による涙液分泌増加はラットやウサギで報告されていたが 10,14)、
lacritinの発現がヒトを含めた霊長類に選択的に認められていることから 9,10)、今回、サル
から単離した細胞を用いて効果を確認できたことは、実証実験として意義があると考えら
れる。また、これまで米国を中心に盛んに行われてきたドライアイと炎症に関する研究成
果によって、炎症下では涙液分泌機能が低下することは分かっていたが 6)、今回、炎症下で
も影響を受けることなく分泌促進作用を示す物質が見つかったことは、炎症を伴うドライ
アイの治療薬開発に向けて一歩前進したと言えるであろう。 
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第 2章では、PACAPによるサル三叉神経節細胞からの軸索伸長作用を調べた。PACAP
による軸索伸長作用と角膜知覚の改善はウサギでは既に確認されていたが 26)、本研究では、
よりヒトに近いサルの三叉神経節細胞の培養系を新規に確立したことにより、PACAPによ
る三叉神経の軸索伸長作用がサルでも確認された。そのメカニズムは、PAC1 受容体から
AC/PKAおよび PLC/PKCの両経路を介していることが示唆され、また、PACAP刺激によ
り、神経分化誘導因子 follistatinのmRNA発現上昇が確認された。また、培養細胞を用い
ることで、PAC1受容体の詳細な分布を明らかにした。これにより、PACAPが、眼表面に
分布する三叉神経の軸索に作用することで、ドライアイで傷ついた三叉神経の修復を促進
し、その結果、低下していた涙液の反射分泌機能が回復し、ドライアイの症状改善が期待
できると考えられる。これまで、知覚神経をターゲットにしたドライアイ治療薬は開発さ
れておらず、本研究の結果は、新しい選択肢の可能性を示したと考えられる。さらに、PACAP
によるサル主涙腺腺房細胞からの涙液タンパク質分泌作用も認められたことから、PACAP
には、神経および涙液の 2つの側面からの治療効果が期待できる。 
第 3 章では、galectin-3 がラットおよびサルの角膜器官培養において、上皮創傷治癒を
促進したことを示した。以前、マウスでも効果が報告されているが 44)、今回、角膜の構造
がヒトと類似しているサルの角膜器官培養系を新規に確立したことにより、サルも含めて
複数の動物種で効果が検証できたことになる。そのメカニズムは、galectin-3が角膜上皮細
胞と細胞外マトリックスとの接着およびインテグリンクラスターの形成を促進することに
よって、上皮修復過程に必要な細胞の伸展移動と上皮欠損部位への接着を促したと考えら
れた。また、今回、障害深度の異なる 2 つのモデルで galectin-3 による角膜上皮の修復促
進効果が同様に確認されたことから、軽度な上皮障害から重症化した場合まで幅広い病状
に対して galectin-3 が効果を示す可能性が予想される。傷ついた上皮が修復することによ
り、涙液の安定性が改善するだけでなく、ドライアイに伴う眼不快感や視機能低下の改善
も期待される。 
本研究では、lacritin、PACAPおよび galectin-3がそれぞれ、涙液タンパク質分泌、神
経軸索伸長および角膜上皮修復といった既存薬とは異なる作用により、ドライアイの眼表
面に生じた異常を改善する可能性を示した。本研究は未だ基礎研究の段階にあるが、いず
れもサルの材料を用いて効果が確認されたことから、ヒトへの高い外挿性が期待できる。
今後、これらの基礎研究が一つでも多くまた早く臨床研究へと進み、治療薬となって選択
肢の拡充に貢献することが期待される。 
一方で、選択肢が増えるに従い、病状に適した治療薬を選択する必要が出てくる。日本
で推奨されているドライアイの層別治療には、現在利用可能な治療法が並べられているが、
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眼表面のどの層に異常があるかを調べるために、涙液層の破綻パターンから診断する方法
が提案されている 2)。抗炎症薬を有し、炎症が重視される米国では、涙液の浸透圧が炎症と
関連することを証明し、ドライアイの診断に用いている 3)。しかし、これらの検査方法で見
つかる異常は、既存薬のターゲットが中心となっており、多岐に渡るドライアイの要因を
網羅しているとは言えない。今後、既存薬とは異なる作用の新薬を開発するうえで、その
ターゲットとなる異常を、臨床現場で非侵襲的に診断できる検査方法を提案することも、
今後の課題である。 
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